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RESUMEN 
 
La piel de los vertebrados alberga una diversidad de microorganismos simbióticos 
que desempeña un papel clave en la supervivencia de los animales. En anfibios, 
las comunidades microbianas simbióticas están estrechamente relacionadas con la 
resistencia a enfermedades. En el Perú, el 22.3 % de las 599  especies de anfibios 
registradas para el país han sido incluidas en alguna categoría de amenaza y otras 
han desaparecido junto con su información genética. Este estudio tuvo como 
objetivo caracterizar por primera vez el microbioma de la piel la rana venenosa 
Epipedobates anthonyi (Dendrobatidae) en la Reserva de Biosfera del Noroeste 
Amotapes - Manglares. Las comunidades bacterianas fueron evaluadas usando 
técnicas cultivables con secuenciación parcial del gen de ARNr 16S, y técnicas 
independientes de cultivo usando la metagenómica a través de la secuenciación de 
próxima generación (NGS). Las bacterias caracterizadas fueron agrupadas en 
OTUs. De esta manera se logró aislar e identificar 4 especies bacterianas 
cultivables: 2 probióticos (Bacillus subtilis y Lactococcus garvieae), el patógeno 
Bacillus cereus y un Bacillus sp. El análisis metagenómico tomando en cuenta 
phyllum y género, logró evidenciar que en general los ejemplares silvestres poseen 
una mayor diversidad respecto de sus pares mantenidos en cautiverio. A nivel de 
phyllum el OTU predominante para todas las muestras fue Proteobacteria mientras 
que a nivel de género los que predominan están repartidos entre Acinetobacter, 
Nocardioides y Rhizobium. 
 
Palabras clave: Bacterias, Epipedobates anthonyi, microbioma, metagenómica, 
Next Generation Sequencing, probióticos, Reserva de Biosfera. 
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ABSTRACT 
 
The skin of vertebrates contains a diversity of symbiotic microorganisms that plays 
a key role in the survival of animals. In amphibians, symbiotic microbial communities 
are closely related to disease resistance. In Peru, 22.3 % of the 599 species of 
amphibians registered for the country have been included in some category of threat 
and others have disappeared along with their genetic information. The objective of 
this study was to characterize for the first time the skin microbiome of the poison 
frog Epipedobates anthonyi (Dendrobatidae) in the Reserva de Biosfera del 
Noroeste Amotapes - Manglares. Bacterial communities were evaluated using 
cultivable techniques with 16S rRNA gene partial sequencing, and culture 
independent techniques using metagenomics through next generation sequencing 
(NGS). The characterized bacteria were grouped into OTUs. In this way 4 cultivable 
bacterial species: 2 probiotics (Bacillus subtilis and Lactococcus garvieae), the 
pathogen Bacillus cereus and one Bacillus sp. The metagenomic analysis taking 
into account phyla and genus, the tests are showed, in general, wild specimens 
have a greater diversity with respect to their pairs kept in captivity. At the level of 
phyllum, the predominant OTU for all samples was Proteobacteria, while at the 
genus level they predominate are distributed among Acinetobacter, Nocardioides 
and Rhizobium. 
 
Keywords: Bacterial, Epipedobates anthonyi, microbiome, metagenomic, Next 
Generation Sequencing, probiotics, Biosphere Reserve. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN. 
 
Los anfibios en estado silvestre son importantes en la biodiversidad. Sin 
embargo soportan factores negativos como el cambio climático, invasión de 
especies no nativas, sobreexplotación, degradación de hábitats e incremento 
de susceptibilidad frente a nuevos patógenos (Stuart et al., 2004; Skerratt et 
al., 2007; Bresciano et al., 2015; Costa et al., 2016).  
 
En el Perú, aproximadamente 134 (22.3 %) de las 599 especies reportadas de 
anfibios se encuentra bajo alguna categoría de amenaza según la lista roja de 
especies amenazadas de la IUCN. Esta lista actualmente incluye en la 
categoría ‘Casi Amenazada’ a la rana venenosa Epipedobates anthonyi 
(Dendrobatidae), una especie representativa de la Reserva de Biosfera del 
Noroeste Amotapes - Manglares del Perú, que está distribuida en las regiones 
de Tumbes, Piura y Ancash (Coloma et al., 2015; SERFOR, 2018). 
 
En vertebrados, la piel es la cubierta externa suave que interactúa con el 
ambiente como primera línea de defensa contra factores externos (Federici et 
al., 2015). En anfibios, el paso de la vida acuática a la terrestre condujo a que 
la piel juegue un papel clave en la respiración, pigmentación, osmoregulación, 
termorregulación, comunicación química, y defensa contra patógenos y 
sustancias peligrosas. Este tejido, está formado por una capa de mucosa que 
permite albergar especies microbianas simbióticas y proporciona ventajas para 
el animal asociado (Antwis et al., 2014; Federici et al., 2015). 
 
El microbioma natural del huésped lo constituyen tales comunidades 
microbianas en conjunto y está compuesta principalmente por bacterias 
además de hongos, arqueas y virus (Schommer y Gallo, 2013; Walke et al., 
2014). Todos los animales tienen una gran diversidad de estos 
microorganismos, los cuales cumplen roles importantes para los procesos 
biológicos del mismo hospedero (Becker et al., 2014). 
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La presencia de estos microorganismos convierte a la piel en un complejo 
ecosistema de interacciones con compuestos activos como anticuerpos del 
sistema inmune innato, metabolitos y péptidos antimicrobianos (Rollin-Smith et 
al., 2011). 
 
Los péptidos antimicrobianos constituyen un sistema de defensa en diferentes 
organismos (Tonarelli y Simoneta, 2103). Anteriormente, se han descubierto 
péptidos naturales generados por bacterias denominados bacteriocinas que 
representan una línea de acción contra otros microorganismos (Corrales-
García y Ciro, 2010). Principalmente, estas moléculas de interés son obtenidas 
a partir de bacterias ácido-lácticas (BAL) con un espectro de inhibición más 
amplio que las bacteriocinas sintetizadas por bacterias Gram- negativas (Nes 
et al., 2007; Corrales-García y Ciro, 2010). Para la obtención de dichas 
biomoléculas se requiere del uso de técnicas tradicionales como la extirpación 
de pieles a partir de anfibios sacrificados; además, investigaciones en E. 
anthonyi reportan la presencia de epibatidina, un alcaloide analgésico no-
opiode aislado a partir de este tejido y con estas técnicas (Daly et al., 2005; 
Umile et al., 2014). 
 
Estudios iniciales del microbioma de la piel de anfibios se centraron en el cultivo 
y aislamientos individuales de bacterias para evaluar propiedades 
antimicrobianas. Estudios recientes utilizan herramientas biotecnológicas 
basadas en las ómicas y la bioinformática para la comprensión de la biología 
de un organismo (Yates, 2000). Las técnicas independientes de cultivo han 
permitido ampliar el conocimiento de la diversidad y función de la comunidad 
bacteriana. La secuenciación de próxima generación (Next-Generation 
Sequencing) permite una descripción completa de las comunidades 
microbianas con la secuenciación del gen 16S de ARN ribosomal (16S rRNA) 
(Federici et al., 2015; Medina et al., 2017). 
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Este estudio constituye el primer reporte para el país cuyo objetivo es 
caracterizar molecularmente el microbioma cultivable y no cultivable de la piel 
de Epipedobates anthonyi, estableciendo un aporte para el desarrollo de su 
manejo in vivo así como para contribuir con la conservación de esta especie 
en beneficio de la biodiversidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
2.1. Material Biológico. 
 
Se trabajó con un total de 20 individuos adultos de E. anthonyi, 
colectados en el Parque Nacional Cerros de Amotape (Quebrada 
Huarapal). Los ejemplares se dividieron en dos grupos de 10 individuos 
cada uno (5 hembras y 5 machos). El primer grupo fue para la evaluación 
en estado silvestre y el segundo para la evaluación en cautiverio. Los 
animales en cautiverio fueron mantenidos en terrarios de 5 individuos 
cada uno (un terrario de 2♂:3♀ y uno de 3♂:2♀) en instalaciones anexas 
del laboratorio Inca Biotec’ S.A.C.; simulando sus condiciones naturales, 
con una nutrición diaria basada en Drosophila sp. “mosca de la fruta” y 
periódica con crías de Acheta sp. “grillo doméstico” y “colémbolos”. 
 
2.2. Toma de muestra de la piel. 
 
Los procedimientos se realizaron utilizando guantes de nitrilo estériles. 
Cada anfibio fue muestreado de acuerdo al protocolo descrito por Lauer 
et al. (2008) con algunas modificaciones. Cada animal fue lavado con 
50 mL de agua destilada estéril utilizando una jeringa. Para la obtención 
del microbioma de la piel, cada espécimen fue frotado con un hisopo de 
punta de algodón estéril en la zona dorsal, ventral y lateral, los hisopos 
se guardaron en tubos conteniendo medio de transporte o de cultivo 
estéril, dependiendo del componente de estudio. Los especímenes 
fueron liberados después del procedimiento. 
 
2.3. Caracterización genómica del microbioma cultivable. 
 
2.3.1. Aislamiento y purificación bacteriana. 
 
Se trabajó con el total de las muestras de hisopado de la piel de 
los anfibios. 
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Cada hisopo fue colocado en tubos Falcon conteniendo caldo 
Man Rogosa Sharpe (MRS) pH 6.2 y luego estos fueron 
incubados a 37 °C por 48 h. Las muestras fueron diluidas en serie 
hasta 10-4 y 70 µL fueron dispensados en placas conteniendo 
agar MRS que fueron incubadas a 37 °C hasta por 48 h. Las 
colonias obtenidas fueron seleccionadas de acuerdo a su 
morfología, color y tamaño, y posteriormente subcultivadas para 
su purificación. 
 
Las bacterias puras fueron confirmadas mediante tinción de Gram 
y sembradas por duplicado: un grupo para conservar a -20 °C con 
15 % (V:V) de glicerol y el otro para la extracción de su ADN 
genómico. 
 
2.3.2. Extracción de ADN genómico bacteriano. 
 
Se procedió a tomar 1.2 mL de caldo conteniendo la cepa 
bacteriana y se microcentrifugó a 10 000 rpm por 2 min. Se 
eliminó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en 500 μL 
de solución PBS 1X estéril. El nuevo sedimento de bacterias fue 
diluido en 200 μL de la solución TE (1 M Tris/0.1 M EDTA), se 
llevó a ebullición por 10 min y luego se colocó inmediatamente 
sobre hielo por 5 min (shock térmico). Posteriormente se 
centrifugó a 10 000 rpm por 1 min y el sobrenadante fue 
transferido a otro microtubo donde se realizó un tratamiento con 
1 μL de ARNasa por una hora a 37 °C seguido de una incubación 
a 65 °C por 15 min y almacenamiento a -20 °C. 
 
2.3.3. PCR amplificación del gen 16S ARNr. 
 
La amplificación del gen ARNr 16S fue realizada mediante la 
técnica de PCR convencional. 
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La amplificación del gen 16S se realizó con el juego de iniciadores 
universales 16S rDNA 27F (AGAGTTTAGTCMTGGCTCAG) y 
16S rDNA 1492R (GGYTACCTTGTTACGACTT). La 
programación del termociclador fue: 1 ciclo a 94 °C por 5 min, 
seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 58 °C por 45 s, 72 °C por 
90 s, y 1 ciclo final a 72 °C por 6 min y 4°C por 10 h. Los 
amplicones fueron analizados mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5 % en TAE 1X, para comparar el tamaño con un 
control positivo de amplificación del gen 16S ARNr antes del 
envío a secuenciar. 
 
Los productos de PCR obtenidos se secuenciaron con el juego 
de primers 16S rDNA F518: (CCAGCAGCCGCGGTAATACG), y 
16S rDNA R800: (TACCAGGGTATCTAATCC). Las secuencias 
fueron analizadas comparativamente con las bases de 
secuencias de GeneBank (National Center for Biotechnology 
Information) usando el algoritmo BLAST. 
 
2.4. Caracterización metagenómica del microbioma. 
 
2.4.1. Extracción de ADN metagenómico. 
 
El ADN metagenómico fue extraído a partir 4 muestras 
representativas de hisopado utilizando el MoBio Power Soil DNA 
Extraction Kit ® (Mobio Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Los 
hisopos fueron cargados directamente en los bead tubes. El 
procedimiento de extracción restante fue realizado de acuerdo al 
protocolo descrito con ajustes menores para muestras con baja 
cantidad de ADN descrita en Kueneman et al. (2013) que incluyó 
dejar sentar la solución C6 en el filtro por 5 min. 
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2.4.2. Metagenómica dirigida al gen ARNr 16S. 
 
El ADN del microbioma extraído a partir de los hisopos fue 
utilizado para amplificar el gen del ARNr 16S utilizando la Hot 
Start Taq Master Plus (Qiagen EE. UU) con los primers 
universales 27F y 1492R. Las condiciones de PCR fueron: 
desnaturalización de 5 min a 95 °C, amplificación por 30 ciclos de 
30 s a 94 °C, hibridación de 1 min a 56 °C, extensión de 1 min a 
72 °C y una extensión final de 6 min a 72 °C. Los amplicones 
fueron cuantificados y se comprobó su integridad en una 
electroforesis en gel de agarosa. 
 
El ADN metagenómico fue enviado a secuenciar, mediante la 
técnica de alto rendimiento de secuenciación de próxima 
generación (Next Generación Sequencing, NGS). La 
amplificación fue dirigida a la región V4 del gen 16S ARN. Los 
datos obtenidos a partir de la secuenciación fueron procesados 
mediante el análisis específico de propiedad de MR DNA. 
 
Las secuencias generadas por ILLUMINA fueron procesadas y 
analizadas utilizando el software QIIME Versión 1.9.1 (Caporaso 
et al., 2011). Las secuencias con puntajes de calidad  Q30 y 
longitud  200 fueron filtradas y con el comando usearch61 se 
detectaron las secuencias quiméricas (Edgar et al., 2011), Las 
secuencias no quiméricas fueron asignadas en unidades 
taxonómicas operacionales (OTUs) con un 97 % de identidad a la 
base de datos SILVA v128 (https://www.arb-silva.de/) para la 
identificación taxonómica de bacterias.  Los OTUs menores a 
0,005% fueron filtrados (Bokulich et al., 2013).
 
3. RESULTADOS. 
 
3.1. Aislamiento e identificación genómica del microbioma cultivable. 
 
Se aislaron un total de 13 cepas bacterianas a partir de la piel de las 
zonas dorsal, ventral y lateral (cabeza-cloaca y muslos) de 20 individuos 
adultos (10 en estado silvestre y 10 en cautiverio). Las bacterias fueron 
Gram-positivas. La identificación fue realizada mediante el 
secuenciamiento parcial dirigido al gen 16S ARNr. 
 
Las cepas aisladas a partir de individuos en cautiverio fueron 
consideradas como: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus sp.; y la 
cepa asilada a partir de individuos en silvestres fue Lactococcus 
garvieae. Todas las cepas presentaron una homología superior al 99 % 
con cepas de referencia del banco de datos de secuencias BLAST 
(Tabla 1). 
 
Tabla 1. Identificación de bacterias asiladas de la piel de adultos de E. anthonyi 
mediante secuenciamiento parcial del gen 16S ARNr. 
CÓDIGO BACTERIA % IDENTIDAD N° ACCESSION 
EH51 Bacillus cereus strain VBN13 99 % MG027666.1 
EH52 Bacillus subtilis strain CHAPGPBS-076B 100 % KY495216.1 
EH53 Bacillus sp. 99 % MG814015.1 
EH54 Bacillus subtilis strain CHAPGPBS-076B 100 % KY495216.1 
F22 Bacillus cereus strain MLY1 100 % CP024655.1 
    
F32 Lactococcus garvieae strain JCM12256 99 % LC145570.1 
F33 Lactococcus garvieae strain PYK22 99 % MF582349.1 
F36 Lactococcus garvieae strain PYK22 100 % MF582349.1 
RM22 Bacillus cereus strain CGAPGPBS-076A 100 % KY495215.1 
RM23 Bacillus sp. 100 % MG814015.1 
    
RM52 Bacillus sp. 100 % MG814015.1 
RM53 Bacillus cereus strain BF-E1 100 % KY292459.1 
RM54 Bacillus sp. 99 % MG814015.1 
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3.2. Identificación y análisis metagenómico del microbioma. 
 
El microbioma asociado a la piel de E. anthonyi se analizó a partir 4 
individuos adultos, como se detalla a continuación: “Hembra Silvestre” 
(HS), “Hembra en Cautiverio” (HC), “Macho Silvestre” (MS), “Macho en 
Cautiverio” (MC). Las secuencias obtenidas fueron ordenadas en OTUs 
correspondientes a phyllum y género. Se realizaron comparaciones de 
acuerdo a lo siguiente: HS-HC, MS-MC, HS-MS, HC-MC. En general, de 
acuerdo a la diversidad especies, los individuos silvestres mostraron una 
mayor riqueza respecto de los mantenidos en cautiverio. 
 
3.2.1. Análisis metagenómico comparativo a nivel de phyllum. 
 
A nivel de phyllum, las secuencias generadas a partir de la piel 
de los individuos en estudio se agruparon en 14 phyllum mayores 
a 1.0 %, siendo en todos los casos el Proteobacteria el más 
abundante. Considerando la microbiota común a las 4 muestras 
trabajadas, se observa que está constituida por los phyllum: 
Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, 
Chloroflexi, Planctomycetes, Firmicutes y Thaumarchaeota. 
 
La comparación entre el microbioma de la piel de la hembra 
silvestre (HS) y la hembra en cautiverio (HC) indica que está 
compuesto principalmente de Proteobacteria (39.30 % y 42.46 % 
respectivamente), seguido por Actinobacteria (6.87 % y 16.72 % 
respectivamente). Existen 9 phyllum comunes a ambas muestras, 
4 phyllum que se encuentran en la hembra silvestre y no en la 
hembra en cautiverio (Genmatimonadetes, Fibrobacteres, 
Nitrospirae y Spirochaetae) y 1 menor a 1.0 % en la hembra en 
cautiverio (Cyanobacteria) (Fig. 1). 
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Figura 1. Comparación a nivel de phyllum entre el microbioma de la piel de 
una “hembra silvestre” (HS) y una “hembra en cautiverio” (HC) de 
E. anthonyi. 
 
El microbioma de la piel del macho silvestre (MS) y el macho en 
cautiverio (MC) está compuesto principalmente de los phyllum 
Proteobacteria (36.34 % y 37.44 % respectivamente), seguido por 
Bacteroidetes (17.19 % y 8.36 % respectivamente). Existen 8 
phyllum mayores a 1.0% comunes a ambos individuos, 2 phyllum 
menores a 1.0% en el macho en cautiverio (Verrucomicrobia y 
Cyanobacteria) y 1 phyllum que se encuentra en MS y no en MC 
(Gemmatimonadetes) (Fig. 2). 
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Figura 2. Comparación a nivel de phyllum entre el microbioma de la piel de 
un “macho silvestre” (MS) y un “macho en cautiverio” (MC) de E. 
anthonyi. 
 
La comparación entre la hembra silvestre (HS) y el macho 
silvestre (MS), muestra un microbioma compuesto principalmente 
de los phyllum Proteobacteria (39.30 % y 36.34 % 
respectivamente), seguido por Acidobacteria (13.91 % y 14.60 % 
respectivamente). Ambos individuos comparten 11 phyllum 
mayores a 1.0 %, existiendo 3 phyllum que en el caso de MS se 
encuentran en menor porcentaje. Estos phyllum diferenciables 
son: Fibrobacteres, Nitrospirae y Spirachaetae (Fig. 3). 
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Figura 3. Comparación a nivel de phyllum entre el microbioma de la piel de 
una “hembra silvestre” (HS) y un “macho silvestre” (MS) de E. 
anthonyi. 
 
Al comparar tanto hembra como macho en cautiverio (HC y MC), 
se aprecia que en ambos el phyllum más representativo es 
Proteobacteria (16.72 % y 14.42 % respectivamente) y 
Acidobacteria (16.72 % y 14.42 % respectivamente). Ambos 
individuos comparten 8 phyllum mayores a 1.0 %, incluyendo el 
phyllum Verrucomicrobia que en MC es menor al 1 % (Fig. 4). 
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Figura 4. Comparación a nivel de phyllum entre el microbioma de la piel de  
“hembra en cautiverio” (HC) y “macho en cautiverio” (MC) de E. 
anthonyi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Comparación a nivel de phyllum entre el microbioma de la piel de 
“hembra silvestre” (HS), “hembra en cautiverio” (HC), “macho 
silvestre” (MS) y “macho en cautiverio” (MC) de E. anthonyi. 
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3.2.2. Análisis metagenómico comparativo a nivel de género. 
 
El análisis a nivel de género del microbioma de la piel de 
individuos adultos de E. anthonyi muestra importantes diferencias 
de acuerdo al número secuencias generadas, número de géneros 
e índice de Shannon-Wiener para la medición de la diversidad. 
Es posible observar que los individuos que generaron mayor 
número de secuencias son los que a su vez presentan mayor 
número de géneros y mayor diversidad (Tabla 2). Esto se 
corresponde con el análisis de curvas de rarefacción (Fig. 6). 
 
Tabla 2. Análisis de secuencias, número de géneros e índice de diversidad a 
partir de cuatro muestras de individuos adultos de E. anthonyi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Curvas de rarefacción del microbioma de la piel de E. anthonyi. En “X” el 
número de secuencias por muestra. En “Y” el número de OTUs generados 
(HS: hembra silvestre; HC: hembra en cautiverio; MS: macho silvestre; MC: 
macho en cautiverio). 
MUESTRA 
N° 
SECUENCIAS 
N° 
GÉNEROS 
SHANNON 
WIENER 
HS 5050 247.5 7.626 
HC 3538 97.4 5.6 
MS 5050 567.6 8.722 
MC 3034 92.4 5.586 
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Los resultados a nivel de género indican que las secuencias 
generadas a partir de la piel de los individuos en estudio se 
agruparon en 19 géneros mayores a 2.5 %, existiendo varios 
géneros compartidos y no compartidos. 
 
La comparación entre el microbioma de la piel de la hembra 
silvestre (HS) y la hembra en cautiverio (HC) indica que está 
compuesto principalmente de los géneros Acinetobacter (2.59 % 
y 15.71 % respectivamente), seguido por Flavobacterium (1.75 % 
y 6.75 % respectivamente). Los OTUs no cultivables están 
agrupados en 12.62 % en la hembra silvestre, mientras que en la 
hembra en cautiverio se agrupan en 16.90 %. Los OTUs < 2.5% 
existe una diferencia significativa entre hembra silvestre (71.21%) 
y hembra en cautiverio (42.36 %). Los géneros Devosia y 
Planctomyces se encuentran en HS y no en HC; mientras que 
Terrabacter se encuentra en HC y no en HS (Fig. 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Comparación a nivel de género entre el microbioma de la piel de 
una “hembra silvestre” (HS) y una “hembra en cautiverio” (HC) de 
E. anthonyi. 
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El microbioma de la piel del macho silvestre (MS) y el macho en 
cautiverio (MC) está compuesto principalmente de los géneros 
Nocardioides (0.39 % y 5.11 % respectivamente), seguido por 
Bradyrhizobium (2.60 % y 2.86 % respectivamente). Los OTUs no 
cultivables se agrupan en 14.52 % en el macho silvestre, mientras 
que en el macho en cautiverio representan el 28.01 %. Respecto 
a los OTUs < 2.5% existe una diferencia significativa entre el 
macho silvestre (70.42 %) y el macho en cautiverio (45.26 %). 
 
Se observa además que el género Mucilaginibacter se 
encuentran en MS y no en MC; mientras que los géneros 
Rhodoplanes y Conexibacter se encuentran en MC y no en MS 
(Fig. 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Comparación a nivel de género entre el microbioma de la piel de un 
“macho silvestre” (MS) y un “macho en cautiverio” (MC) de E. 
anthonyi. 
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La comparación entre la hembra silvestre (HS) y el macho 
silvestre (MS), muestra un microbioma compuesto principalmente 
de los géneros Rhizobium (2.36 % y 3.46 % respectivamente), 
seguido por Devosia (13.91 % y 14.60 % respectivamente). Los 
OTUs no cultivables se agruparon en 12.62 % en HS, mientras 
que en MS representan el 14.52 %. 
 
Respecto a los OTUs < 2.5 % no se aprecia diferencia significativa 
entre hembra silvestre (69.84 %) y macho silvestre (70.15 %). Se 
observa además que HS y MC comparten 8 géneros (Fig. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Comparación a nivel de género entre el microbioma de la piel de 
una “hembra silvestre” (HS) y un “macho silvestre” (MS) de E. 
anthonyi. 
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Al comparar tanto hembra como macho en cautiverio (HC y MC), 
se aprecia que en ambos el género más representativo es 
Acinetobacter (15.71 % y 0.09 % respectivamente) y 
Nocardioides (3.37 % y 5.11 % respectivamente). Los OTUs no 
cultivables se agruparon en 16.90 % en la hembra en cautiverio, 
mientras que en el macho en cautiverio representan el 28.01 %. 
Respecto a los OTUs < 2.5 % no se aprecia diferencia 
significativa entre HC (38.43 %) y MC (46.59 %). 
 
Se observa además que los géneros Pseudoxanthomonas, 
Gaiella, Pirerulla, Massilia y Terrabacter están en HC y no en MC; 
mientras que los géneros Rhodoplanes y Conexibacter están en 
MC y no en HC (Fig. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Comparación a nivel de género entre el microbioma de la piel de 
una “hembra en cautiverio” (HC) y un “macho en cautiverio” (MC) 
de E. anthonyi.
 
4. DISCUSIÓN. 
 
Este estudio se ha enfocado en la caracterización del microbioma de la piel de 
la rana E. anthonyi mediante la optimización de herramientas moleculares tales 
como la secuenciación del gen 16S ARNr, siendo uno de los primeros estudios 
aplicados a anfibios el realizado por McKenzie et al. (2012) que señala que el 
uso de estas nuevas técnicas de alta eficiencia permite observar la 
composición y abundancia relativa de microorganismos con un grado de 
exactitud mayor que métodos previos utilizados para la misma finalidad. 
 
En esta investigación, el desarrollo del primer componente está relacionado 
con la caracterización del microbioma cultivable utilizando el secuenciamiento 
simple de bacterias aisladas a través de medios de cultivos; una reciente 
tecnología que ha sido aplicada por Roth et al. (2013) quien señala que para la 
identificación molecular de bacterias, el gen 16S ARNr es elegido debido a su 
capacidad de poseer dominios altamente conservados y una extensa base de 
datos de referencia. 
 
Las bacterias cultivables que se han logrado aislar corresponden al grupo de 
bacterias Gram positivas de importancia en acuicultura. Dentro de este grupo, 
existen varios géneros de que son considerados como probióticos en anfibios 
y que según Freitas et al. (2017) han sido utilizados como promotores de 
crecimiento  y reguladores de la microbiota con efectos inmunomoduladores 
positivos. En nuestro estudio, estas bacterias fueron identificadas como 
Bacillus subtilis y Lactococcus garvieae, además de la patógena Bacillus 
cereus y otro Bacillus no identificado (Tabla.1). 
 
Es importante resaltar la presencia de B. sutilis,  considerada como una 
bacteria con capacidad probiótica que ha sido reportada y utilizada 
previamente en ranas toro (Lithobates catesbeianus) mostrando efectos en la 
estimulación del sistema inmune, crecimiento y ganancia de peso a un tiempo 
prolongado de uso (Franca et al., 2008 y Freitas et al. 2017). 
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Nosotros además reportamos la presencia de L. garvieae, una bacteria que 
está considerada dentro del grupo de bacterias ácido lácticas reconocidas 
generalmente como seguras. Este género ha sido reportado además en un 
estudio realizado por Mendoza et al. (2012) donde fue aislado junto a otras 
cepas de bacterias ácido lácticas a partir de la piel de ranas toro 
(L. catesbeianus); siendo utilizada además como una cepa probiótica junto a 
Corynebacterium y Bacillus en otro estudio basado en la selección e interacción 
de bacterias benéficas en el intestino de la rana de azotes Polypedates 
megacephalus (Weng et al., 2017). 
 
El segundo componente de este estudio estuvo enfocado en la caracterización, 
mediante técnicas independientes de cultivo, del microbioma de la piel de 
individuos hembras y machos tanto en estado silvestre como en cautiverio, 
buscando similitudes y diferencias de acuerdo a diversidad y abundancia. En 
nuestro estudio, la identificación de estos grupos bacterianos estuvo basada 
en estudios previos sobre caracterización metagenómica del microbioma de la 
piel de anfibios utilizando la técnica de secuenciación de próxima generación 
(NGS, Next Generation Sequencing), que proporciona una descripción de las 
comunidades microbianas con una alta eficiencia en la amplificación y 
secuenciamiento de la región V4 del gen 16S ARNr (Kueneman et al., 2013; 
Becker et al., 2014; Federici et al., 2015). 
 
Una investigación en anfibios japoneses realizada por Sabino-Pinto et al. 
(2016) pone en evidencia que la estructura de la comunidad bacteriana cutánea 
difiere significativamente entre individuos silvestres y cautivos, con una alta 
diversidad presente en los individuos silvestres y una pérdida considerable en 
los individuos en cautiverio. Esto toma relevancia respecto a los resultados 
obtenidos en nuestro estudio ya que el análisis metagenómico muestra que en 
general, de acuerdo a la diversidad, los dos individuos silvestres mostraron una 
mayor riqueza respecto de los dos mantenidos en cautiverio, conservando la 
mayor parte de la composición de la comunidad microbiana. Por tanto, las 
comunidades microbianas asociadas a anfibios pueden ser alteradas en 
condiciones de cautiverio pero la mayor parte de la estructura de la comunidad 
puede ser preservada (Becker et al., 2014). 
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Las comparaciones entre los cuatro individuos adultos muestran resultados 
interesantes. A nivel de phyllum, las secuencias generadas se agruparon en 
14 phyllum mayores a 1.0%, siendo en todos los casos el Proteobacteria el 
más abundante. Considerando la microbiota común a las cuatro muestras 
trabajadas, se observa que está constituida por los phyllum: Proteobacteria, 
Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, 
Firmicutes y Thaumarchaeota. Estos resultados son consistentes con los 
hallazgos previos realizados en diferentes estudios en piel de anfibios donde 
la dominancia está repartida entre Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y 
Bacteroidetes  (Walke et al., 2014; Federici et al., 2015 y Medina et al., 2017); 
Acidobacteria y Planctomycetes (Becker et al., 2014 y Bataille et al., 2016). 
 
A nivel de Phyllum, todos los individuos estudiados presentan una dominancia 
de Proteobacteria seguida de Actninobacteria a excepción del macho en 
cautiverio cuyo segundo phyllum más abundante es el Bacteroidetes. Esto 
coincide con lo encontrado por Federici et al. (2015) donde el segundo phyllum 
más abundante de su estudio fue Bacteroidetes que estuvo presente 
principalmente en ranas cautivas sanas, de la misma manera que lo reporta 
Becker et al. (2014). 
 
La comparación entre el microbioma de la piel de la hembra silvestre (HS) y la 
hembra en cautiverio (HC) indica que existen 9 phyllum que se encuentran en 
ambos ejemplares, un phyllum menor a 1.0 % en HC (Cyanobacteria) y 4 
phyllum que se encuentran en HS pero no en HC, (Fig. 1). El microbioma de la 
piel del macho silvestre (MS) y el macho en cautiverio (MC) presenta 8 phyllum 
mayores a 1 % comunes a ambos individuos, dos menores a 1 % en MC 
(Verrucomicrobia y Cyanobacteria) un phyllum que se encuentra en MS y no 
en MC (Gemmatimonadetes, Fig. 2). La comparación entre la hembra silvestre 
y el macho silvestre muestra que ambos individuos comparten 11 phyllum 
mayores a 1.0 % y existen tres phyllum menores a 1.0 % en MS. (Fig. 3). Al 
comparar tanto hembra como macho en cautiverio, se aprecia que ambos 
individuos comparten 8 phyllum mayores a 1.0 % y un phyllum menor a 1 % en 
MC (Verrucomicrobia) (Fig. 4). 
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Estos hallazgos demuestran que existe una alta diversidad en animales 
silvestres mientras que los cambios en la microbiota de animales durante el 
manejo en cautiverio podrían ser ocasionados debido a factores ambientales 
tales como humedad, temperatura y pH (Fig. 5). El estudio de Becker et al. 
(2014) establece que es imposible simular en cautiverio, la variedad de 
condiciones en microhábitats que poseen los individuos en el campo; mientras 
que Sabino-Pinto et al. (2016) logró demostrar que los cambios en las 
condiciones de cautiverio reducen la diversidad debido a que se reduce la 
complejidad ambiental.   
 
Tomando estas referencias, nuestros resultados indican también que las 
secuencias generadas a partir de la piel de las ranas en estudio, se agruparon 
en 19 géneros mayores a 2.5 % y se pudo evidenciar que en los cuatro 
individuos existe una gran cantidad de OTUs menores a 2.5 %; además se 
aprecia una diferencia significativa entre HS (71.21 %) y HC (42.36 %) así como 
entre MS (70.42 %) y MC (45.26 %). Por el contrario, no se observa diferencia 
significativa al comparar HS (69.84 %) con MS (70.15 %); así como al comparar 
HC (38.43 %) con MC (46.59 %). Estos datos confirman lo antes mencionado 
respecto de que los ejemplares silvestres poseen un mayor número de OTUs 
así como un mayor índice de diversidad directamente relacionado al número 
de secuencias obtenidas (Tabla 2, Fig. 6). 
 
El análisis comparativo entre el microbioma de la piel de la hembra silvestre y 
la hembra en cautiverio indica que el género más abundante entre ambas, 
Acinetobacter, presenta una considerable diferencia en la abundancia de HS 
(2.59 %) respecto a HC (15.72 %). No es posible determinar con exactitud el 
factor causante, sin embargo se debería a que posiblemente HC se encontraba 
en etapa de preparación al amplexus, por lo que la composición de su 
microbioma fue alterada. Esto es posible debido a que ciertas especies de 
Acinetobacter son capaces de formar biofilms que proporcionan estructura y 
protección a comunidades bacterianas en muchos sistemas biológicos 
(Rebollar et al., 2016). Esto puede ser reforzado por el hecho de que en los 
individuos machos la presencia de este género fue casi inexistente. 
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Los géneros Devosia y Planctomyces se encuentran en HS y no en HC 
mientras que Terrabacter se encuentra en HC y no en HS (Fig. 7). El 
microbioma de la piel de MS y MC está compuesto principalmente de los 
géneros Nocardioides seguido de Bradyrhizobium. Se observa además que 
Mucilaginibacter se encuentra en MS y no en MC; mientras que Rhodoplanes 
y Conexibacter se encuentran en MC y no en MS (Fig. 8). La comparación 
entre HS y MS muestra un microbioma compuesto principalmente de 
Rhizobium seguido por Devosia. Se observa además que HS y MC 
comparten 8  géneros (Fig. 9). Al comparar tanto HC como MC se observa 
que Pseudoxanthomonas, Gaiella, Pirerulla, Massilia y Terrabacter están en 
HC y no en MC; mientras que Rhodoplanes y Conexibacter están en MC y 
no en HC (Fig. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. CONCLUSIONES. 
 
• La utilización de técnicas dependientes de cultivo tiene como ventaja el 
establecimiento de un cepario bacteriano mientras que las técnicas 
independientes de cultivo (metagenómica) permiten la identificación de un 
extenso número de bacterias tanto cultivables como no cultivables. 
 
• Se logró identificar especies bacterianas aisladas a partir de la piel de E. 
anthonyi correspondientes a los probióticos Bacillus sutilis y Lactococcus 
garvieae, el patógeno Bacillus cereus y un Bacillus no determinado. 
 
• El análisis metagenómico permitió evidenciar que la piel de los individuos 
silvestres de E. anthonyi presentó una mayor diversidad microbiana en 
relación a los ejemplares mantenidos en cautiverio. 
 
• A nivel de phyllum el OTU predominante para todas las muestras fue 
Proteobacteria mientras que a nivel de género los que predominan están 
repartidos entre Acinetobacter, Nocardioides y Rhizobium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. RECOMENDACIONES. 
 
• Realizar investigaciones que permitan el análisis del microbioma de la piel 
de otras especies de anfibios en Áreas Naturales Protegidas. 
 
• Establecer ceparios utilizando técnicas dependientes de cultivo de la piel 
de anfibios para su evaluación con fines médicos y veterinarios. 
 
• Optimizar tecnologías ómicas para la evaluación independiente de cultivo 
del microbioma de la piel de anfibios para una caracterización más 
completa de las comunidades microbianas en ranas silvestres y en 
cautiverio. 
 
• Estandarizar y optimizar el manejo de ciertas especies de anfibios en 
cautiverio para fines de valorización, aprovechamiento de recursos 
genéticos y conservación de la biodiversidad. 
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8. ANEXOS. 
 
Dedicatoria. 
 
A Dios, por el milagro y la maravilla de la vida. 
A Marlene, por darme la oportunidad, por ser incondicional. 
A Román, por enseñarme a ser cada vez mejor. 
A Paola, por ser mi fuerza y mi motivación más grande, mi ayuda 
idónea; una mujer virtuosa. 
A Jhair, por compartir la mejor pasión… amar la vida. 
A Xaly, por su fuerza inquebrantable, por ver una luz nacer. 
 
Esto es para ustedes. 
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